STRESZCZENIE

Populacje klonalnych mikroorganizmdw naturalnie réznicuja si¢ fenotypowo pod wplywem czynnikow
$rodowiskowych 1 genetycznych. W efekcie, poszczegdlne komoérki w populacji klonalnej moga
wykazywaé rdznice we wzorcach ekspresji genéw, stanie fizjologicznym i aktywnodci metabolicznej.
Taka heterogeniczno$é fenotypowa (ang. phenotypic hetrogeneity) moze byé korzystna ewolucyjnie,
poniewaz heterogeniczne populacje sa lepiej przystosowane do nieprzewidywalnych zmian

srodowiskowych dzieki subpopulacjom, ktére odmiennie reaguja na presje selekcyjne.

W odpowiedzi na sygnaly gltodzenia, komérka moze wej$¢ w odwracalny stan zatrzymania podzialéw,
znanym jako stan spoczynkowy (ang. guiescence). Wigkszo$¢ mikroorganizmoéw spedza znaczng czesé
swojego zycia w stanie spoczynkowym, ktory jest kluczowy dla przezycia w diugich okresach glodu
i wznowienia podziatow po poprawie warunkow. Jednak komorki nie reagujg jednakowo na ten sam
sygnat niedoboru skladnikéw odzywczych, co skutkuje powstaniem heterogenicznosci. Przykladowo,
w populacjach drozdzy Saccharomyces cerevisiae, sygnaly glodu zwykle indukujg przejscie do stanu
spoczynkowego u czesci komorek (komorki spoczynkowe, ang. gquiescent, Q), podczas gdy inne
komorki pozostaja w stanie nie-spoczynkowym (ang. non-guiescent NQ3). Te odmienne fenotypowo
subpopulacje mozna rozdzieli¢ poprzez wirowanie w gradiencie gestosci: komorki Q znajdujg sie
w dolnej frakeji, a komorki NQ w gérnej frakeji. Frakcjonowanie w gradiencie ggstosei jest jedna
z najczescigj wykorzystywanych metod do badania zmiennosci fenotypowej w populacjach

w kontekscie stanu spoczynkowego.

W ROZDZIALE 1 rozprawy doktorskiej wykorzystano metodologie przegladu systematycznego (ang.
systematic review) w celu kompleksowej analizy metod stosowanych do badania stanu spoczynkowego
S. cerevisige. Artykuly badawcze pogrupowano na podstawie tego, ¢czy uwzgledniajg heterogenicznosé
fazy stacjonarnej; chronologicznego wieku badanych populacji; metod uzytych do indukowania stanu
spoczynkowego oraz profilu metabolicznego szczepow. Na podstawie tych czynnikéw zidentyfikowano
najczestsze 1 najrzadsze uklady eksperymentalne. Z jednej strony, nasza praca podkresla brak
standaryzacji w raportowaniu szczegoléw eksperymentalnych dotyczacych komérek i populacji
w stanie spoczynku, co moze wprowadza¢ w blad przy wyciaganiu ogdlnych wnioskéw. Z drugiej
strony, Zréznicowanie metodologiczne moze byé przydatne przy poréwnaniach na wyzszym poziomie,
ktoére mozna przeprowadzi¢ za pomoca metaanaliz. Publikacje zakoficzono propozycja wytycznych
dotyczacych istotnych informacji o badanych populacjach spoczynkowych, kitére powinny zostad

szczegolowo opisane w artykulach badawczych.

W ROZDZIALE 2 skupiono si¢ na ewolucyjnym znaczeniu heterogenicznosci fenotypowej w populacji
poddanej glodzeniu. Analizowano wzrost po glodzeniu w monokulturach sktadajgcych sie tylko
z jednego fenotypu komdrkowego (tj. komérek spoczynkowych (Q) lub niespoczynkowych (NQ)),

w pordwnaniu do mieszanych, heterogenicznych kultur (komorki Q i NQ) w ubogim (sterylna woda)



izlozonym (zuzyte medium) srodowisku glodzeniowym. Poprzez eksperymenty laboratoryjne
1 modelowanie matematyczne potwierdzono, z¢ po dhugim glodzeniu monokultury Q majg najwyzszg
przezywalnos¢ w obu §rodowiskach glodzeniowych oraz najkrétsze fazy lag po przetozeniu do swiezej
pozywki wzrostowej. Jednak gdy okres glodzenia jest bardzo krétki, monokultury NQ maja przewage
nad monokulturami Q i mieszanymi dzigki krotszej fazie lag. Ponadto, przezywalnosé monokultur NQ
jest wyzsza w zlozonym S$rodowisku glodzeniowym niz w srodowisku ubogim. W pracy
argumentowano, ze komorki NQ wykorzystuja potencjal recyklingu skladnikéw odzywczych
w zlozonym podlozu. Zebrane wyniki pokazujg, Ze heterogenicznosé fenotypowa, tj. obecnosé komérek
Q i NQ moze by¢ adaptacyjng strategia bet-hedging, istotng zwlaszcza przy czesto zmieniajacych sig
czynnikach srodowiskowych.

W ROZDZIALE 3 skupiono sie na szlaku detekeji aminokwasow SPS i kompleksie SIR badajac aspekt
genetyczny proporcji komorek Q:NQ w kontekscie tych genéw. Przetestowano kilka mutacji w genach,
ktére moga by¢ istotne w procesie przejscia do stanu spoczynkowego. Geny te w wickszosci nalezg do
szlaku SPS i kompleksu SIR. Przeanalizowano proporcje komérek Q:NQ i zawarto$¢ aminokwasow
w populacjach posiadajgcych rézne mutacje w szlaku SPS i kompleksie STR. Eksperymentalnie
potwierdzono istotna roleg genu SSYI. Mutacje w SSY/ zwigkszajace wrazliwo$¢ drozdzy na
wyczuwanie obecnosci aminokwasow, powodujg zmniejszenie czestosci przechodzenia w stan
spoczynku i zwigkszenie catkowitej zawartosci aminokwaséw w populacjach poddanych glodzeniu.
W pracy zaproponowano, ze $ciezka wyczuwania aminokwaséw w §rodowisku za posrednictwem

szlaku SPS moze by¢ jednym z mechanizméw wptywajacych na przejscie do stanu spoczynkowego.

W ROZDZIALE 4 skupiono si¢ na metodach pomiaru efektywnosci wyjscia ze stanu spoczynkowego, tj.
na fazie lag. Faza lag odnosi sie do tymczasowego okresu, w ktdrym populacja mikroorganizméw nie
dzieli si¢ po ekspozycji na podtoze bogate w sktadniki odzyweze. Diugosé fazy lag ma istotny wplyw
na dostosowanie populacji (ang. fitness) i jest czesto mierzona w warunkach laboratoryjnych. Obliczenie
dhugosci fazy lag moze by¢ trudne i zalezne od wybranej metody i parametrow. W ROZDZIALE 4
omodwiono metody powszechnie stosowane w badaniach eksperymentalnych i teoretycznych, zwracajac
uwage na niezgodnodci migdzy metodami. Korzystajac z danych eksperymentalnych i symulacji
matematycznych, przeanalizowano skutecznos$é tych metod w zaleznosci od parametréw takich jak
czgstotliwos¢ pomiaréw wielkosei populacji i tempo wzrostu. Na podstawie wynikéw zaproponowano
drzewo decyzyjne utatwiajace wybor metody najlepiej dopasowanej do danych eksperymentalnych.
Dodatkowo, opracowano aplikacje, ktora umozliwia obliczenie dtugos¢ fazy lag z wykorzystaniem

danych dostarczonych przez uzytkownika.

Podsumowujgc, w rozprawie doktorskiej przeanalizowano rdézne aspekty heterogenicznodei
fenotypowej drozdzy, ze szczegdlnym uwzglednieniem stanu spoczynkowego. Stan spoczynkowy jest
kluczowym stanem komorkowym, waznym w kontekscie badan podstawowych i klinicznych. Uwazam,

ze badania zaprezentowane w ramach tej rozprawy wnoszg cenne informacje o stanie spoczynkowym.



